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第１章 序論 
 
1-1. はじめに 
すべての生物にとって，環境条件の日々の変化と季節的な変化への適応は，特に高緯度  
地域に生息する生物の生存と生殖にとって極めて重要なことである。休眠「Diapause」ま
たは休眠様状態「Dormancy」とは，そのメカニズムをもつ生物のライフサイクルにおいて，
生存に不都合な時期を乗り越えるために，生命活動の休止状態「Arrest」が長期的あるい
は一時的に生じることであり，関連遺伝子の発現制御によるエネルギー貯蔵や酸素消費量
の変化，さらには環境ストレス応答とホルモン分泌など，代謝全般に亘る劇的な変化を伴
う現象である（Koštál,  2006; Denlinger et al, 2012; Hand et al, 2016; Koštál,  et al,  2017）。休
眠時には，低温や飢餓，あるいは個体群密度など，さまざまなストレス要因が発生するた
め，生物は個体維持さらには機能維持を図るため，体内にあるさまざまな器官，中でも生
殖器官の活動を停止させ（Reproductive arrest），生き延びるメカニズムを備えている（田
中ら , 2008; Denlinger et al,  2012）。  
 
1-2. 昆虫の休眠性 
 昆虫類は，卵から幼虫，蛹，成虫とさまざまな発育段階において休眠性を獲得し，進化
してきた動物であり，その休眠性は，日長条件などの環境条件の影響を受ける随意休眠と，
遺伝的な制約を受けて決定する確定休眠のいずれかに大別される（Denlinger et al ,  2012）。
多くの昆虫で知られている随意休眠の場合，光周期あるいは温度条件に基づいて，休眠ま
たは非休眠の判断が下され，最終的に代謝を調節し，特にエネルギーを要する生殖器官の
発育を制御することで，極端な温度や飢餓などの環境ストレスに対する適応を可能として
いる生殖休眠がよく知られている（Danilevskii, 1965; Sato et al. ,1993; Izumi et al., 
2007;Emerson et al ., 2009; Schiesari and O'Connor, 2013; Hand et al. , 2016）。例えば，蚊の一
種（Culex pipiens）は，秋の短日条件に雌が応答し，卵巣成熟の停止，血液の摂食から糖
分の摂取への転換，そして代謝の抑制により冬期の生存を可能にすべく休眠へ移行する
(Denlinger and Armbruster, 2014, Sim et al .,2015)。また，コロラドハムシ（Leptinotarsa 
Decemlineata）やルリキンバエ（Protophormia terraenovae） ,ニジュウヤホシテントウ
（Henosepilachna vigintioctopunctata）も同様に，長日条件下では多くの個体で卵巣発育が
誘導され産卵を開始するのに対し，短日条件下では短期間の摂食後に多くの個体で休眠が
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誘導され ,活動を停止するようになる事が知られている（de Wilde et al ., 1959; Kono and 
Ozeki, 1987; Shiga and Numata, 1997; Toyoda et al. , 1999; Siga et al. ,2000）。  
 以上の昆虫は，いずれも成虫時に休眠する昆虫としてよく研究されているが，昆虫の休
眠形態については，さまざまな発育段階において生じることが分かっている。例えば，カ
イコガ（Bombyx mori）の場合は，卵（胚子）休眠をし，産卵後 2 日目以降に，最低でも 5℃
の低温下で 18 日間暴露しなければ胚子発育が完了せず，その後 25℃においても孵化する
ことなく休眠が継続する（Ti et al., 2004)。タケノメイガ（Omphisa fuscidentalis）の場合は，
幼虫で休眠をし，乾湿期に反応して休眠期間を決定し適応を図っていると考えられている。
（Singtripop et al.,2000; Suang et al. ,2017）。さらに，タバコスズメガ（Manduca sexta）の場
合は，短日条件下で蛹休眠することが知られており，幼虫期の明暗サイクルにおいて 13.5
時間以下の明期を遅くとも終齢幼虫時に受容することで休眠が誘導される（Bell, et al ., 
1975; Denlinger and Bradfield, 1981）。さらに，地球上に約 3,500 種存在する蚊については，
さまざまな発育段階で休眠（あるいは休止）することが知られており（Gordh and headrick，
2001），さまざまな環境条件にも適応できる生存戦略に優れた昆虫であるといえる（Diniz, 
et al ., 2017）。  
 以上のように，昆虫の休眠は，卵から成虫に至るまでのさまざまな発育段階において誘
導可能なものであるが，卵休眠の場合は雌親の発育中の温度条件，幼虫休眠および蛹休眠
の場合は幼虫時の光周期条件や温度条件，そして成虫休眠の場合は幼虫から羽化前あるい
は羽化後の光周期条件が関係することから，いずれも休眠前の発育段階時に暴露された環
境条件が休眠・非休眠の判断につながっている（Denlinger et al, 2012）。特に卵巣や精巣と
いった生殖器官の発育制御を伴う生殖休眠は，生存ならびに生殖において戦略的に重要な
意味をもち，光周期条件ならびに温度条件が，これまで述べてきたように生殖休眠の開始
と終了を決定させる重要な環境要因となっている（Denlinger et al, 2012）。  
 一方，これまで述べてきた温度や日長条件の影響を受けることなく，羽化後の一定期間
の摂食があれば，強制的に個体休眠が誘導される昆虫もわずかながら知られている（Tanaka 
and Suzuki, 2005）。そのような休眠は確定休眠とよばれ，その代表例として，コガタルリ
ハムシ（Gastrophysa atrocyanea）の成虫休眠が最もよく研究されている（Tanaka et al., 1998; 
Tanaka and Suzuki, 2005）。本種は，東アジアを中心に分布している土着昆虫であるが，羽
化後に約 1 週間程度の十分な摂食さえあれば，すべての個体が潜土し，約 10 ヶ月に及ぶ休
眠期に入ることが明らかになっている（Tanaka and Suzuki, 2005）。その後，休眠から覚醒
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した成虫は，交尾，産卵し一生を終えることになるが，雌の卵巣が休眠覚醒後に発達する
のに対し，雄の精巣が休眠中の温度条件の影響を受けて進行することがわかっている
（Ojima et al., 2015）。つまり，生殖器官に関しては，その個体が休眠状態でありながらも，
少しずつ進行する場合もあることから，生殖休眠・非休眠に関しては，生殖器官に限定さ
れた休眠あるいは休止の調節メカニズムが存在すると考えられる。  
 
1-3. 休眠関連ホルモンと休眠期特異的タンパク質 
 昆虫の休眠は，個体あるいはその生殖器官の一部が，さまざまな外的条件の影響を受け
ながら，その機能を低下あるいは停止させるシステムであり，発育段階に応じた休眠誘導
のメカニズムが存在すると考えられている（Denlinger et al,  2012）。その休眠メカニズムの
解明に向けた研究は，カイコガにおいて先駆的に進められ，蛹時の脳ならびに食道下神経
節での温度受容が決め手となり，産下卵が休眠卵になるか非休眠卵になるかが決定するこ
とが明らかとされている（Fukuda, 1951; Hasegawa, 1951; Fukuda, 1952; Yamashita, 1996）。
カイコガの休眠の決定には，食道下神経節（SG）からの休眠ホルモン（DH）の分泌が関
与している。DH は 24 個のアミノ酸からなるペプチドホルモンで，卵巣発育の際にトレハ
ラーゼ活性を上昇させ，血液中のトレハロースを活発にグルコースに変えて卵内に取り込
み，卵休眠に備えて卵内の高グリコーゲン状態をつくるように作用することが明らかにさ
れている（Yamashita, 1996）。一方，  DH だけでなく，前胸腺刺激ホルモン（PTTH）や幼
若ホルモン（ JH），さらには 20-ヒドロキシエクジソン（ 20-HE）など，昆虫の発育全般に
関与しているホルモンの分泌量を変動させることによっても，休眠が制御されていること
が多くの昆虫で明らかになっている（Hand et al , 2016; Denlinger et al, 2012）。それらのホ
ルモン分泌作用のメカニズムを解明すべく，1960 年以降は，世界的に研究されているコロ
ラドハムシを中心に，休眠個体のアラタ体除去あるいはアラタ体の活性および体液中の JH
の濃度，さらには幼若ホルモン類似物質（ JHA）の塗布などの処理によって，JH が休眠あ
るいは非休眠に果たしている役割について明らかにされてきた (de Wilde and de Boer, 1961; 
de Wilde et al ., 1968; de Kort, 1981)。しかしながら， JH が必ずしも休眠に影響するとは限
らず，タバコスズメガの蛹休眠の場合は，側方神経分泌細胞（L-NSCⅢ）で産生される PTTH
の放出が休眠に関係しており（Hartfelder et al.,  1994），ホルモン注射やアラタ体摘出の実
験から，20-HE が休眠を促進させることが分かっている（Bradfield and Denlinger, 1980）。
したがって，昆虫は，上述のようなホルモンの分泌をそれぞれの発育段階に応じて調節す
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ることで休眠を誘導し，さらには休眠の準備段階からその維持そして覚醒に至るまでの過
程で休眠期特有の現象を誘起させているといえる。例えば，カイコの卵休眠の場合，休眠
が発動されると，それを機にグリコーゲンがソルビトールとグリセロールに分解され，そ
れらの糖アルコールの蓄積が認められるようになる（Chino, 1958）。また，コロラドハム
シやコガタルリハムシでは，休眠期だけではなく，その前後の段階でも休眠期特異的タン
パク質の出現が認められるようになり，それらは主に，貯蔵タンパク質（SP）やヒートシ
ョックタンパク質（HSP），あるいは抗菌ペプチドとしての役割を担っている物質であるこ
とが明らかになっている（Koopmanschap et al.,  1992; Tanaka et al.,  1998; Yocum, 2001; 
Tanaka et al.,  2003; Fujita et al.,  2005; Atungulu et al.,  2006）。  
 
1-4. ショウジョウバエを用いた休眠メカニズムの分子遺伝学的解析  
 これまで述べてきたコロラドハムシやコガタルリハムシなどの休眠性昆虫では，休眠期
あるいは非休眠期に特異的に発現するタンパク質の存在が認められるため，それらの同定
と機能解析が休眠研究の主眼とされてきた（Tanaka et al.,  1998; Tanaka and Suzuki, 2005; 
Fujita et al.,  2005）。しかし，コガタルリハムシの場合，これまで発見された休眠期特異的
タンパク質あるいは活動期特異的タンパク質をノックダウン実験しても，休眠が回避され
たり誘導されたりすることはない。その意味では，休眠期特異的タンパク質や遺伝子発現
の解析だけでは，休眠を引き起こすメカニズムの包括的な解明には不十分であるといえる。
そこで私は，さまざま分子遺伝学的ツールを利用することのできるキイロショウジョウバ
エ（Drosophila  melanogaster）を用いた休眠の制御メカニズムに関する研究を着想した。シ
ョウジョウバエではゲノム情報の開示によりほとんどすべての遺伝子に関する情報が得ら
れ，特定遺伝子の休眠への関連性が明らかになった場合に，その遺伝子だけを強制的に発
現あるいは阻害や欠損など，交配を通じて自在に操作することができるため，短期間のう
ちに特定遺伝子の機能解明が可能となる利点がある。中・長期的な視点に立つならば，休
眠誘導における遺伝的制御機構は，昆虫だけにとどまらずその他の動物を含めてもいまだ
に解明されていない主題の一つであり，今後の進展を図ることができたならば，これまで
の細胞レベルにおける機能制御から，組織，器官レベルでの機能制御への発展，さらには
個体寿命の延長など，医療面における貢献にもつながることが期待される。幸いなことに，
キイロショウジョウバエでは，羽化した成虫を低温，短日条件下におくことで，生殖休眠
（卵巣休眠）に至るという研究報告がなされている（Saunders et al. , 1989; Williams and 
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Sokolowski, 1993; Williams et al. , 2006; Tauber et al.,  2007; Zonato et al. , 2017）。例えば，カ
ナダオンタリオ州で野外採集された Windsor という系統は休眠しやすく，そこから南に約
600 km 離れたアメリカジョージア州で採集された Cartersville という系統は休眠しにくい
と報告されている（Williams and Sokolowski, 1993;  Williams et al ., 2006）。また，別の高休
眠系統を利用した遺伝的相補性解析により，RNA 結合型タンパク質をコードする cpo
（ couch potato）遺伝子の遺伝的多型にもとづく転写産物のロイシン /イソロイシン置換が
卵巣休眠に関与しているとの報告もある（Schmidt et al. , 2008）。キイロショウジョウバエ
種群（melanogaster species group）の多くは，現在も熱帯・亜熱帯地域に生息し明確な休眠
性をもたないものが多いが，そのうち温帯進出が起こった２つの種亜群（ takahashii 種亜
群と montium 種亜群）は高い低温耐性と光周性によって制御された卵巣休眠をもつことが
知られている（Goto et al ., 2000，田中ら，2008）さらにキイロショウジョウバエ種群とは
異なる種群であるウスグロショウジョウバエ種群（obscura species group）の中には , ウス
グロショウジョウバエ（Drosophila  obscura）のように，明瞭な光周性を示し短日条件下で
成虫時に生殖休眠する種のほか，タカネシショウジョウバエ（Drosophila  alpina）のように
光周期にかかわらず蛹休眠する種も存在する。（Goto and Yoshida, 1999）。このように，シ
ョウジョウバエ属は，休眠をもつものともたないもの，蛹で休眠するものや成虫で卵巣休
眠するもの，光周期に依存した卵巣休眠をもつものともたないものなど，熱帯から亜熱帯，
暖温帯から冷温帯へと休眠と低温耐性を獲得しながら高緯度地方へと進出していったと考
えられている。   
以上のように，ショウジョウバエでは，卵巣休眠の知見が得られていることから，休眠
の分子細胞生物学的メカニズムの包括的な理解を目指す上で大変魅力的である。そこで私
は，卵巣休眠のメカニズムの解明に向け，次の４つの研究課題に取り組んだ。なお，本研
究において注目した現象は卵巣の発達が未成熟のまま停止すること（Ovarian arrest）であ
り，休眠様の状態 (Dormancy)と表現されることもあるが，本論文ではこれを「休眠」と呼
んで議論を進めることとする。  
 
1-4-1.卵巣休眠系の確立 
まず取り組んだことは，短日と長日条件間におけるキイロショウジョウバエ（Drosophila  
melanogaster）の卵巣の休眠・非休眠の判断法を実験室にて確立することである。しかし
ながら，供試動物となるキイロショウジョウバエは，フタスジショウジョウバエ
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（Drosophila  bifasciata）やウスグロショウジョウバエ（Drosophila  obscura）のように明瞭
な休眠性をもたないため（Goto et al ., 2000），光周反応における休眠を誘導するには，より
厳しい環境条件の整備が必要となった。そこで，従来の 10～12℃の低温条件下でハエを維
持することによる卵巣休眠誘導法に，飢餓条件を加える変更を施しながら，卵巣の休眠・
非休眠の差異を見出す実験法を考案した。   
 
1-4-2.卵巣休眠における光周反応とサーカディアンリズムの関連性 
光周性とは，昼夜の相対的な長さの変化に応じて生物が示す様々な反応を指す。近年，
休眠に光周性を示すショウジョウバエ属のハエを用いて，日長条件により発現レベルの異
なる遺伝子が同定されている（Kankare et al.,2010; Salminen et al.,2015; Kankare, et al. , 
2016）。それらの遺伝子の中には，サーカディアンリズムに関わる遺伝子も含まれている。
他の多くの生物がもつ体内時計と同様，ショウジョウバエのサーカディアンリズム生成メ
カニズムは，入力経路，自律振動体（ペースメーカー），出力経路という 3 つの基本要素で
構成され，毎日の光または温度の変化などの環境信号は，それを同調させるために入力経
路を介してペースメーカーに送信されると考えられている。  
ショウジョウバエにおける主要なペースメーカーは，Clock（CLK），Cycle（CYC），Period
（PER）および Timeless（TIM）を含む多数のタンパク質の相互作用ネットワークからなっ
ており，ペースメーカーにおける振動発生の分子メカニズムについても詳細に明らかとさ
れている（Peschel and Helfrich-Förster, 2011）。まず，昼の後半から CLK/ CYC のタンパク
質複合体が形成され，PER や TIM などの時計遺伝子の転写を活性化することで，PER，TIM
の発現レベルが夜の半ばから後半にかけてピークとなる。夜明け前になると今度は
PER/TIM のタンパク質複合体が形成されて核に移行し，CLK/CYC の活性を強く抑制する。
これにより，PER/TIM は自身の転写を抑制する負のフィードバックループを形成する
（Hardin et al.,  1990; Sehgal et al ., 1995）。この一連の過程において，日中の光によって活
性化される青色光受容タンパク質であるクリプトクロム（CRY）が，時計タンパク質 TIM
に結合し TIM の分解を促進することで（Ceriani,et al .,1999），日中は TIM のパートナーで
ある PER の低下が起こり，夜にだけしか PER/TIM の複合体が形成されないように制御さ
れていると考えられている。したがって，光入力経路における CRY の役割は重要であり，
日々の CRY における光受容の連続性が，光周反応によって生じる卵巣の休眠・非休眠の差
につながっている可能性が考えられる。  
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また，ショウジョウバエの中枢神経系（CNS）にある 10 万個のニューロンのうち，150
個が中枢時計細胞としてすでに知られているが（Nitabach and Taghert,2008），その中の PER
発現細胞の一部が，色素拡散因子（PDF）を発現している（Helfrich-Förster et al ., 1995）。
PDF は甲殻類の上皮色素細胞内の色素顆粒を光依存的に拡散させる効果をもつホルモン，
すなわち色素拡散ホルモン（PDH）のホモログであり，ショウジョウバエにおける概日リ
ズムの伝達分子として注目されるようになった（Park and Hall., 1998; Park et al .,2000; Renn 
et al.,1999; Yoshi et al .,2009; Liang et al .,2016）。PDF は，脳内における 9 つの時計細胞群の
うち，全時計細胞の中でも特に重要だと考えられている s-LNv（ small ventral lateral neuron）
と l-LNv（ large ventral lateral neuron）とよばれる細胞群に発現している（Yoshi et al. ,2009）。
PDF 発現細胞を含む時計細胞群が光周期情報を生成していることが示唆されていることか
ら，卵巣休眠の光周性に関しても，これらの細胞群が機能している可能性も考えられる。
以上をふまえ，本研究では卵巣休眠における CRY ならびに PDF の役割について調査する
ことにした。  
 
1-4-3.卵巣休眠決定の中枢機構 
卵巣休眠は，脳内において神経分泌を調節する脳インスリン産生細胞（ IPCs）と幼若ホ
ルモン（ JH）を合成する内分泌腺であるアラタ体（CA）の２つによって制御されているこ
とが示唆されている（Emerson et al .,2009; Schiesari et al.,2013; Hand et al .,2016）。しかしな
がら，卵巣休眠・非休眠の決定につながる外部刺激の受容ならびに温度や光周期に対する
応答，IPCs へ伝えるための神経連絡経路，あるいはその情報を直接的あるいは間接的に伝
達している因子の存在，さらには脳－CA 間の神経連絡経路と CA における JH 合成酵素群
のシグナル伝達経路など，卵巣発育を促進あるいは停止を切り替えるための，細胞レベル
における分子メカニズムほとんど解明されていないままである（田中ら，2004; Denligger et 
al,  2012; Hand et al , 2016）。  
これまでの研究から，卵巣発育にはインスリンシグナル伝達系が重要な役割を果たして
いる知見が数多く存在する（Denligger et al , 2012; Sim and Denlinger, 2013; Hand et al , 2016）。
ショウジョウバエでは，これまでに 8 種類のショウジョウバエインスリン様ペプチド
（Drosophila  insulin-like peptide = Dilp）が発見されており（Nässel and Broeck, 2015; Liao et 
al. , 2018），その中の Dilp1，Dilp2，Dilp3，Dilp5 が，主に IPCs で産生された後，体液中に
分泌され（Rulifson et al. , 2002; Okamoto et al ., 2012），体内の栄養状態の変化に応じて，代
8 
 
謝及び成長，さらには寿命まで制御していると考えられている（Gröke et al. ,2010; Okamoto 
et al. , 2012; Nässel and Broeck, 2015; Liu et al.,  2016; Liao et al. , 2018; Post et al., 2018）。 IPCs
から分泌されている 4 種類の Dilps の中で , Dilp2，Dilp3，Dilp5 については ,卵巣休眠との
関係性がすでに指摘されており ,それらの機能を喪失あるいはノックダウンさせることに
より卵巣休眠率が上昇するという報告がある（Kubrak et al ., 2014; Schiesari et al ., 2016; 
Andreatta et al., 2018）。一方，Dilp1 については卵巣休眠が誘導される低温短日条件におい
て mRNA の発現レベルが上昇することが確認されており，Dilp1 変異体の雌では産卵数が
減少すること（Liu et al. , 2016），また，羽化後の飢餓状態における寿命低下をともなうこ
とからも卵巣休眠との関係性が指摘されている（Liao et al.,  2018）。さらに興味深い事に，
IPCs は低温を感知するニューロンからの入力によって活性化され， Dilps の合成ならびに
分泌により，蛹期の延長と体サイズの増加を促進させているという報告もある（Li and 
Gong, 2015）。以上のことから，IPCs が卵巣休眠の中枢として，日長条件や温度条件，なら
びに栄養条件を感知，統合し，DilPs を介して卵巣発育を調節していると考え，本研究で
は， IPCs と DilPs に焦点をおき，ニューロンの活動レベルと卵巣発育の変化について調査
することにした。  
 
1-4-4.卵巣休眠決定の出力機構 
最後に，卵巣休眠を最終的に制御しているメカニズムについてインスリンシグナル系に
注目して調査を行う事にした。インスリンシグナル伝達に関係している酵素の一つ，ホス
ファチジルイノシトール 3-キナーゼ（PI3K）の脳内におけるノックダウン（RNAi）が休
眠率を上昇させるという報告がある。（Williams, et al., 2006），また，インスリン受容体（ InR）
をノックダウンさせる dsRNA 注入が，蚊の卵巣成熟を抑制し，さらに幼若ホルモン類似物
質（ JHA）を合わせて注入することで卵巣発育が誘起されること，さらには転写制御に関
与する因子の一つ，フォークヘッド型因子（FOXO）のノックダウンが，休眠している蚊
の貯蔵脂質の減少と脂肪体細胞数の減少，さらには寿命の低下につながるという報告もあ
る（Sim and Denlinger, 2013）。また，インスリンシグナル伝達系と幼若ホルモン（ JH）と
の関連性については， InR の変異体において JH 合成量が減少すること（Tatar et al., 2001），
成長促進作用のあるインスリン様ペプチドもしくはインスリン様受容体の欠損個体では，
栄養を摂取しているにも関わらず成長が遅延し体サイズが小さくなること（Okamoto et al .,  
2012）が報告されている。さらに JH の合成経路，その中でも初期段階のメバロン酸経路
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に関与している酵素，ヒドロキシメチルグルタリル CoA レダクターゼ（Hmgcr）をアラタ
体においてノックダウンさせた個体やその変異体では，アラタ体における InR のノックダ
ウン個体と同様，自発運動における性的二型に障害があり，矮性個体が生まれてしまうこ
とから，Hmgcr の合成がアラタ体におけるインスリン受容の支配下にあることも指摘され
ている（Belgacem and Martin, 2007）。したがって，これらの証拠は，アラタ体（CA）が
Dilps を受容できる InR をもっており，CA 内におけるインスリンシグナル経路を介して JH
合成に関与する酵素類の発現が誘導され，JH 合成が誘導されることを示唆するもので，卵
巣休眠・非休眠も，出口部分において同様のメカニズムで調節されている可能性が高い。
以上の見解をもとに，ショジョウバエの卵巣休眠に出口部分の解明にせまる CA 内のシグ
ナル伝達系の解明に向けた研究にも取り組むことにした。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 
 
第 2 章 材料および方法 
 
2-1. ショウジョウバエ系統の継代維持方法 
ショウジョウバエのすべての系統は，餌交換する場合を除き，通常 16～18 ℃に設定し
た低温インキュベーターで，全暗（DD）条件で飼育した。餌は，10 L のイオン交換水に，
400 g のコーンミール，800 g の乾燥酵母，1,000 g のグルコースおよび 60 g の寒天を溶解
したものに，防腐剤として，プロピオン酸と 10 ％のパラヒドロキシ安息香酸をそれぞれ
50 mL それぞれ加えて作製した。作製した餌は，プラスチックバイアル（Genesee Scientific
社製 ; φ27 mm×H95 mm）の下端から約 2 cm 程度の深さまで入れ，寒天で固められたもの
を使用した。餌の入ったバイアルは風乾後にスポンジ（黒）で栓をし，使用するまで冷蔵
庫内で保管した。すべての系統は，1 週間おきに発育の様子を確認し，必要に応じて新し
い餌の入ったプラスチックバイアルに移し替えながら継代飼育した。  
 
2-2. ハエのストック 
ハエの系統一覧を表 1 に示した。w1118 は，本研究における非トランスジェニックのコン
トロール系統として用いた。使用したトランスジェニック系統のうち， Dilp3-lacZ は
E.Hafen 博士から，および Dilp2-GAL4 と Dilp3-GAL4 は N. Yamagata 博士から，高休眠系統
（Windsor）と低休眠系統（Cartersville）を Marla B. Sokolowski 博士から，それ以外のハエ
の系統は，Bloomington Drosophila Stock Center，Drosophila Genome Research Center (Kyoto)，
Vienna Drosophila RNAi Stock Center から入手した。  
 
2-3. 供試動物の飼育方法 
休眠調査に使用する供試動物については，事前準備として，25 ℃の低温インキュベータ
ー（福島工業社製;FMU-133I, W620×D340×H584 mm）内で継代飼育を続けた後，さらに ,
全暗（DD）条件で，上述の餌の入ったバイアルを数多く用意し,大量飼育ならびに交配実
験を実施した。飼育密度の影響をできるだけ避けるため，1 バイアル内の個体数が約 500
匹を飼育できたものの中から選別し，外観上，供試動物となりうるバイアル壁面についた
蛹数が最低でも 250 匹よりも少ないバイアルについては調査対象外とした。また，羽化不
全個体も調査対象外とし,対照区と実験区で個体のサイズや発育に差が生じないよう ,でき
るだけ同環境条件で飼育することに留意した。 
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2-4. 供試動物の生殖休眠誘導 
飼育頭数が約 500 匹のバイアルの中から羽化してきた新成虫のうち，羽化後 6 時間以内
に回収できた新成虫を供試動物とした。1 %の水寒天培地（100 mL のイオン交換水に対し
1 g の寒天だけを加えた培地）が下端から 2 ㎝入ったプラスチックバイアルに，雌雄それ
ぞれ 25-30 頭になるようバイアルにいれ，最後にバイアルの中に光が差し込むように白ス
ポンジ（BM 機器株式会社製）で栓をした。供試動物は，羽化後 6 時間以内のものを雌雄
それぞれ 25～30 匹集め，水寒天培地の入ったバイアルに入れた後，短日条件（10L：14D），
長日条件（16L：8D），全暗条件（DD）のいずれかの日長条件下におき，照度 620 lux，温
度 11±0.5 ℃，湿度 80 %以上の範囲内で 7 日間低温インキュベーター（ PHC 社製 ; 
MIR-154,W700× D580× H1,018 mm）の中で維持した（図 1）。なお，供試動物が既定数を満
たさなかった場合（特に実験開始時に早く羽化してきた個体）は調査対象外とした。  
 
2-5. 卵巣摘出と卵室ステージ判断方法 
休眠処理後 7 日経過した後，供試動物の入ったバイアルをインキュベーターから出庫し，
雌の卵巣休眠・非休眠を調査した。卵巣の解剖は，PBS（リン酸緩衝液）または PBT（PBS
に 0.2 %トリトン X100 を加えたもの）中で実施し，卵巣内にあるすべての卵室の中で，最
大の卵室を選出し，King（1970）が定義した卵室ステージ区分にしたがってステージ判断
した。King（1970）によれば，ショウジョウバエの 1 つの卵巣は 16 本の卵管によって構成
されており，ステージ区分は以下の卵室サイズと内部の特徴をもって区分されている。そ
れぞれの先端にある形成細胞巣の中にある段階がステージ 1（St.1），そこから新たに形成
されたばかりの卵室（平均サイズが 25×25 μm）で，卵母細胞と哺育細胞がまだ形成され
ていない段階がステージ 2（St.2），卵室（平均サイズ 35×35 μm）内にある卵核胞中にカ
リオソームが見られる段階がステージ 3（St.3），卵室（平均サイズ 40×50 μm）が楕円形
になり始め，すべての哺育細胞核が DNA を同量ずつ含み多糸性が認められる段階がステ
ージ 4（St.4），卵室（平均サイズ 55×75 μm）内にある哺育細胞核が多糸性ではなくなり，
前部よりも後部の哺育細胞がより多くの DNA を含有している段階がステージ 5（St.5），卵
室（平均サイズ 60×85 μm）表面に並ぶ濾胞細胞が有糸分裂を停止し，哺育細胞の倍数性
が等しい段階がステージ 6（St.6），卵室（平均サイズ 70×115 μm）が卵円形となり，卵母
細胞には卵黄の蓄積が認められない段階がステージ 7（St.7），卵母細胞内に卵黄の蓄積が
認められるようになり，周囲を覆う濾胞細胞層が不均一になった段階（この段階以降は卵
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室サイズの規定なし）がステージ 8（St.8），濾胞細胞が卵母細胞側に移行している過程で
あり，卵黄を蓄積した卵母細胞が卵室全体の約 3 分の 1 を占めている段階がステージ 9
（St.9），卵母細胞が発達し，卵室内の半分を占めている段階がステージ 10（St.10），卵母
細胞がさらに発達し，哺育室よりも大きくなり，哺育細胞のアポトーシスが始まる段階が
ステージ 11（St.11），アポトーシスが完了し，15 個の哺育細胞核が前方に残存し，哺育室
の中に糸状突起は見られない段階がステージ 12（St.12），まだいくつかの哺育細胞核が残
存し，卵室前方の末端部分に糸状突起が見られる段階がステージ 13（St.13），哺育細胞核
がすべて断片化して消失し，糸状突起が伸長した段階が最終ステージ（St.14）である。  
以上のステージ基準にしたがって，すべてのバイアル内の 25〜30 匹の雌個体を対象に，
卵室サイズとその特徴を実体顕微鏡で確認した。一つの調査区につき，合計 100～150 個体
の 1 対の卵巣内にあるすべての卵室を，偏光フィルターを取り付けた二分岐集光レンズ付
きライトガイド装着光ファイバー光源装置で，両方の卵巣の中で発達している基部卵室を
中心にすべての卵室を調査し，最大卵室ステージが 7 以下にある個体を卵巣休眠個体とし，
8 以上のものを卵巣非休眠個体と判断した。卵巣休眠率は，すべての調査個体数のうち最
大卵室が 7 以下にある個体が占める割合（%）として算出し，25～30 個体を対象とした休
眠調査を 4～5 回繰り返して平均±標準誤差で結果をまとめた。  
 
2-6. 寿命の測定方法 
 羽化後から低温 , 短日 , 飢餓条件に置いて卵巣休眠が誘導された個体に対し，2 日間の摂
食を通して卵巣を発達させた個体に関して，その後の卵巣の状態および寿命を調査するこ
とにした。この実験の意義は，一度卵巣を発達させた個体が，休眠誘導の条件下に置かれ
た場合，卵内に蓄えた卵黄を用いて延命につなげることができるのか，あるいは卵巣を発
達させ，卵内に栄養をたくわえた個体は休眠に入ることができないのかどうかを確認する
ことにある。供試動物には，日長条件により卵巣休眠率に差が認められた w1118 を使用した。
上述の通りに飼育した個体のうち，羽化不全を起こしていない雌雄の個体だけを羽化後 6
時間以内に回収した後，二酸化炭素麻酔しながら雌雄選別し，水寒天培地をバイアル底辺
から 2 cm 程度いれた小バイアル（SARSTEDT 社製 , φ15×H95 mm）あるいは通常の餌の
入った同様の小バイアルに雌を 1 個体ずつ入れた。その後，前者のバイアルに入れた個体
はあらかじめ 11 ℃に設定したインキュベーターに入れて日々寿命確認を行った。一方，
後者の小バイアルに入れた個体は，まず 25 ℃で 2 日間維持し，その後で 11 ℃で維持して
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いたインキュベーターに入れて日々寿命確認を行った。なお，25 ℃で 2 日間，通常の餌が
与えられた個体の卵巣は十分に発達していることを事前に確認した。  
 
2-7. 卵巣および脳の解剖と免疫組織化学染色  
異なる環境条件に暴露されたハエの卵巣休眠率を決定するため，ライカ顕微鏡（MZ8 
binocular microscope）の下，卵巣を 1×リン酸緩衝液（PBS）中で解剖した。解剖，摘出し
た卵巣は，固定することなく MZ8 顕微鏡の下で観察し，Zeiss Axioplan2 fluorescence 顕微
鏡，または Leica M205FA fluorescence 実体顕微鏡で撮影した。また，成虫の脳を観察する
ため，羽化後 4〜7 日経過した雌の脳を PBS 中で解剖し，4 %パラホルムアルデヒドにて氷
上で 1 時間固定した後，以下のような抗体を一定の割合で希釈し免疫染色を実施した。そ
れらの雌は，ジエチルエーテルで麻酔した後，1×PBS で解剖，脳を摘出した後，4 ％パラ
ホルムアルデヒドで 1 時間氷上にて固定された。固定した脳は，PBT（0.2 %Triton X-100
を含む PBS）で 30 分 2 回洗浄した後，10 %の正常ヤギ血清を含む PBT（PBTN）で 2～3
日間 4 ℃で保存し浸透性を高めた。次に 1/500 で PBTN にて希釈したウサギ anti-GFP（598，
MBL），1/400 で PBTN にて希釈したマウス anti-RFP（M165-3，MBL），および 1/20 で PBTN
にて希釈した anti-DN-cadherin（DN-Ex＃8; DSHB）を含む 1 次抗体溶液で免疫染色した。
その後，PBTN で 20 分 2 回洗浄し，Alexa Fluor488 anti-rabbit IgG，Alexa Fluor546 anti-mouse 
IgG，および Alexa Fluor647 anti-rat IgG（すべて Invitrogen 社製）を全て 1/200 で PBTN に
て希釈した二次抗体溶液で免疫染色した。最後に，PBT で 3 回洗浄後，VECTASHIELD（Vector 
Laboratories 社製）で封入した。なお，共焦点画像は Zeiss LSM Image Browser のソフトウ
ェアのもと，Zeiss LSM 510 META 共焦点顕微鏡を使って取得した。  
 
2-8. TRIC アッセイ 
脳内のインスリン産生細胞（ IPCs）は，ショウジョウバエだけでなく，他の昆虫におい
ても卵巣休眠を調節する主要な細胞である。  IPCs の活性レベルがショウジョウバエの生
殖休眠の発生と関連性があるかどうかを調べるため，ニューロンの活動量をモニタリング
することができる TRIC アッセイ法を使用した（Gao et al ., 2015）。TRIC アッセイ法とは，
GAL4-UAS システム（酵母に由来する GAL4 タンパクを発現する系統と UAS の下流に任意
の遺伝子Ｘをつないだ系統を利用した遺伝子発現システム）を応用したもので，ニューロ
ンの活動依存的ラベル法の１つである。この方法では，ニューロンが興奮し細胞内にカル
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シウムイオンが取り込まれると，低カルシウムイオン状態では分離していた GAL4 タンパ
ク質の 2 つのドメイン（DNA 結合ドメインとアクティベーションドメイン）がカルモジュ
リンを介して一体となり，UAS の下流のレポーターを発現することで，興奮した細胞をラ
ベルすることが可能である。 IPCs を標識できる GAL4 系統を選択し，  TRIC システム
(Bloomington #62827)を適用することで，休眠・非休眠での IPCs の活動履歴を解析するこ
とができる。IPCs を標識するいくつかの GAL4 系統を検討した結果，Gr28b.b-Gal4 が GFP
発現の検出において最適であることがわかったため，TRIC アッセイで使用することにした。
まず，Gr28b.b-Gal4 の導入遺伝子をもつ未交尾雌と，TRIC システム発現遺伝子を導入した
系統の未交尾雄と交配し，得られた次世代の未交尾雌を短日条件（10L：14D）または長日
条件（16L：8D）の日長条件で 7 日間維持した。その後の摘出した脳の免疫染色法は上述
の通りに実施した。活動レベルを評価するための蛍光強度の定量は次のように行った。
Zeiss LSM 510 META 共焦点顕微鏡にて，IPCs の共焦点画像を 1 m の光学切片にて取得し
た後， ImageJ ソフトウェアにて IPCs の全領域を含む部分の単一 Z スタック画像を作成し
た。GFP 蛍光強度測定のため，  IPCs を含む「エリア a」（テスト領域）と， IPC を含まな
い「エリア b」および「エリア c」（コントロール領域），の 3 つの測定領域を設定し，それ
ぞれの領域における蛍光強度を ImageJ ソフトウェアにて定量化した。異なる実験条件に暴
露されたハエの IPCs における GFP シグナル強度は，「エリア a」における蛍光強度から，
「エリア b」と「エリア c」の平均蛍光強度を引き算することで算出した。  
 
2-9. 統計解析 
 統 計 解 析 は excel 統 計 3 ソ フ ト ウ ェ ア （ オ ー ム 出 版 ） お よ び js-STAR  website 
(http://www.kisnet.or.jp/nap-pa/software/star/index.htm) を 用 い て 実行 し た 。 卵 巣 休 眠 率と
TRIC アッセイによる GFP シグナル強度は，フィッシャーの両側検定法と一元配置分散分
析（one-way ANOVA）後のポストホックテストとしてテューキー法による多重比較検定を
採用した。また生存曲線の統計解析にはログランク検定と一般化ウィルコクスン検定を採
用した。統計的なパラメーターはすべての図の凡例に示した。  
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第 3 章 結果 
 
3-1. 短日，低温および飢餓により誘導される生殖休眠 
 D. melanogaster の雌における生殖休眠（卵巣休眠）は，卵巣内に形成されたすべての卵
室において，卵黄が蓄積していない段階をもって定義されている（ Saunders et al. , 1989; 
Williams and Sokolowski, 1993; Williams et al ., 2006）。卵形成過程は，卵室のサイズや卵黄
蓄積の有無，蓄積量などを基準にし，14 段階のステージに分かれており（King, 1970）。そ
の中のステージ 8 の卵室から卵黄の蓄積が始まる。そこで，卵巣における休眠あるいは非
休眠状態の判断について，休眠処理後 7 日目の個体の卵巣を対象にし，両方の卵巣の中で
最大卵室が，ステージが 7 以下にある個体を卵巣休眠個体とし，8 以上のものを卵巣非休
眠個体と判断した。これまでの知見と同等の基準を採用するに至った理由は，卵室内での
卵黄蓄積が，その前駆物質であるビテロジェニン（Vg）の脂肪体における合成にしたがう
ものであり，多くの昆虫において休眠覚醒作用をもつ JH の支配下にあることが明らかに
なっているからである（Engelmann, 1984; Engelmann and Mala, 2000）。通常の飼育条件下
（25 ℃，摂食条件）の場合，コントロール系統である w1118 の卵巣は十分に発達しており，
すでに最終段階であるステージ 14 の卵室を多く有していた（図 3A）。一方，卵巣休眠を誘
導するため，我々はまず，以前に報告されたものと同様のプロトコルにて卵巣休眠率を調
査した（Saunders et al . , 1989; Kubrak, et al. , 2014; Liu et al., 2016; Schiesari et al., 2016）。多
くの個体で卵巣休眠を誘導できている条件，つまり，温度 11℃，短日の光周期条件（10L：
14D）で，7 日間維持した個体と，光周期条件だけを長日条件（16L：8D）または全暗条件
（DD）に変更した個体を比較した結果，卵巣休眠率（全調査個体数の中で卵巣休眠と判断
した個体の割合）は 3 つの条件におけるすべてのハエにおいて 10.0～16.0 %程度の範囲内
にあり，あまりにも低い値となった（図 3B, C および図 4A）。そこで，これまでの摂食条
件から飢餓条件に変え，水と寒天だけを含む培地のもと，11℃で 7 日間，コントロール系
統である w1118 のハエを維持した（図 3C, D および図 4B）。この処理によって，卵巣休眠率
は短日条件において約 60 %と劇的に増加し，しかも，長日条件や全暗条件よりも約 20 %
有意に高くなる結果を得た（図 4B）。長日条件ならびに全暗条件に比べ，短日条件では卵
巣休眠がより多くの個体で誘導されたことから，ショウジョウバエの卵巣休眠・非休眠は
光周期に依存する光周性を示すことが明らかとなった。さらに，コントロール系統で得ら
れた卵巣休眠率の値は，過去の野生型系統における休眠・非休眠結果とほぼ同様の結果が
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得られたため，卵巣休眠・非休眠の新たな誘導法を確立することができたといえる。  
 
3-2. ショウジョウバエの休眠系統と非休眠系統の卵巣休眠率の比較  
 コントロール系統である w1118 で確立できた日長条件における卵巣休眠誘導法を用いて，
休眠傾向が大きく異なる 2 つのキイロショウジョウバエの野生系統においても同様に反映
されるかどうか調査した（図 5）。Windsor はカナダオンタリオ州に生息し，高休眠系統と
して維持されてきたものであり，一方の Cartersville はアメリカジョージア州に生息し，低
休眠系統として維持されてきたものである（Williams and Sokolowski, 1993）。w1118 の場合
と同様の方法で調査した結果，Windsor は長日条件でさえ 90%を超える強い休眠傾向を示
したのに対し，Cartersville は，短日条件（10L：14D）で 26 %，長日条件（16L：8D）で 8 %
の卵巣休眠率を示した。w1118 にて確立した低温，飢餓条件における卵巣休眠誘導法が，高
休眠系統である Windsor では日長条件による有意差がなくなるまで卵巣休眠率を上昇させ
たのみならず，低休眠系統である Cartersville でも光周性を示す卵巣休眠を誘導できたこと
から，本研究で確立した休眠誘導法は，比較的休眠しにくいショウジョウバエ系統におい
ても有効であることがわかった。  
 
3-3. 各光周期条件下における休眠処理後の日数と休眠率の変化  
コントロール系統である w1118 のハエの卵巣休眠率が，11 ℃，飢餓条件下で，各光周期
条件だけを変化させた場合に，7 日間でどのように変化するかを調査した（図 6）。この実
験に使用したすべての個体は，羽化後 6 時間以内に休眠処理したものである。羽化後 1 日
目は卵巣休眠率にまったく差が認められなかったが，羽化後 2 日目から，長日条件（16L：
8D）ならびに全暗条件（DD）では，短日条件（10L：14D）と比較して徐々に卵巣休眠率
が低下した。羽化後４日目の段階では，短日条件の卵巣休眠率が 69.6±3.8 %に対し，長日
条件の卵巣休眠率が 54.4±3.7 %，全暗条件の卵巣休眠率が 56.0±4.8 %と，約 15 %程度の
有意な差が認められるようになった（フィッシャーの両側検定）。その後も日数経過ともに，
短日条件と長日条件，ならびに短日条件と全暗条件の間には卵巣休眠率の差が大きくなる
傾向が認められた。最終的に，羽化後 7 日目の段階では，短日条件の卵巣休眠率が 61.6±
1.9 %に対し，長日条件（16L：8D）の卵巣休眠率が 39.2±1.6 %，全暗条件（DD）の卵巣
休眠率が 40.8±2.6 %と，休眠率の差が約 20 %程度に拡大する結果が得られた（フィッシ
ャーの両側検定）。なお，羽化後 8 日目以降は，餓死する個体が少しずつ認められることか
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ら，休眠・非休眠の的確な判断はできないと判断し調査していない。  
 
3-4. 飢餓条件下での短日条件と長日条件における成虫寿命の比較 
これまで述べてきたように，昆虫が休眠性をもつことは，生命維持を図るうえでも重要
な意味をもつ。そうであるならば，ショウジョウバエにおいて，卵巣休眠が誘導される条
件は，卵巣休眠が誘導されない条件よりも代謝制御が図られ，結果的に寿命延長につなが
るものと考えられる。なお，ショウジョウバエの卵巣は，好適条件（25 ℃，摂食条件）下
では遅くとも 2 日以内に卵巣が十分に発達し交尾産卵することが確認されている。以上の
ことを検証する目的で，コントロール系統である w1118 の新成虫の雌を用いて，最初から飢
餓条件下に置いた場合と，25 ℃で 2 日間の摂食させた後，同様に飢餓条件下に置いた場合
の成虫寿命を調査した（図 7）。調査した結果，休眠誘導条件（11 ℃，10L:14D）の下で，
羽化後から維持されたハエの平均寿命が 11.6±1.8 日だったのに対し，25 ℃，摂食条件下
で 2 日間維持した後，休眠誘導条件に置いた個体の平均寿命は 8.8±1.4 日であった。明ら
かに ,羽化後から卵巣が未発達状態で維持された個体の方が長寿であった。さらに，25℃，
摂食条件下で 2 日間維持して死亡した個体の卵巣を調査した結果，卵巣は退化しておらず，
発達したままの状態であった。このことは，一度でも卵巣を成熟させてしまった個体は，
その後の休眠誘導条件下においても，再度の卵巣休眠は誘導できず，もはや代謝制御を図
ることができないために短命であったことを示唆している。  
 
3-5. 脳内インスリン産生細胞(IPCs)による卵巣休眠制御 
 脳内 IPCs は，ショウジョウバエだけでなく，他の昆虫においても卵巣休眠を調節する主
要な細胞である。脳内 IPCs の機能を探る上で， IPCs を強く標識することの出来る GAL4
系統をいくつか調査することから開始し，その中でも卵巣休眠を誘導できる飼育条件下で
強く発現する GAL4 系統を選別することにした。残念ながら，  IPCs 内のショウジョウバ
エインスリン様ペプチド（Dilps）分泌細胞を標識出来る Dilp2-GAL4 や Dilp3-GAL4 は低温
下での発現が弱いことが分かり，他の卵巣休眠と関連性が高いと思われる様々な GAL4 系
統を検討した結果，唯一，味覚受容体 Gr28b.b を発現する細胞を標識する GAL4 系統の一
つである Gr28b.b-GAL4 が IPCs でも強く発現する可能性を見出した。確かに Gr28b.b-GAL4
が， IPCs 内で Dilps を分泌する細胞を標識出来ることを確認するため，  Dilp3 遺伝子の制
御領域にβ -ガラクトシダーゼ遺伝子（ lacZ 遺伝子）をつないだトランスジーン（Dilp3- lacZ）
18 
 
と Gr28b.b-GAL4 および UAS-GFP を持つ個体を用いた免疫組織化学染色を行った。Dilp3
発現ニューロンを抗β -ガラクトシダーゼ抗体で免疫染色した結果，13 個のニューロンが
陽性であった（図 8A, B）。一方，  Gr28b.b 発現ニューロンを抗 GFP 抗体にて免疫染色し
た結果，約 24~28 個の GFP 陽性ニューロンが脳間部に存在することがわかった（図 8A, B’）。
共発現を比較した結果，Gr28b.b 陰性の細胞でかつ Dilp3 陽性の細胞は存在しなかったため，
常に脳間部の Gr28b.b 陽性細胞の約半数が Dilp3 陽性細胞であることがわかった（図 8B’’）。
以上の解析から，Gr28b.b 陽性細胞の中に全ての Dilp3 陽性細胞が含まれていることがわか
ったため，高い発現レベルの要求される実験では Gr28b.b-GAL4 を用いて解析を行うこと
とした。  
 まず，ショウジョウバエの卵巣休眠と IPCs の活動レベルに関連性があるかどうかを調べ
るため，ニューロンの累積活動量をモニタリングすることができる TRIC 法を用いて解析
を行った（図 8C-C"，D，E，F および G）。その結果，11℃，7 日間飢餓条件下においた場
合，長日条件下で維持されたハエよりも短日条件下で維持されたハエの方が IPCs の活動レ
ベルが有意に低い事が明らかとなった（図 8E〜H）。また，通常の餌を与えられたハエの
IPCs の活動は，飢餓条件下と比較して高い活動レベルを示した（図 8 C"，D および H）。
以上のことから，IPCs の活動レベルは，卵巣休眠の誘導に対して負の相関を示すことが明
らかとなった。しかし，Gr28b.b-GAL4 は， IPCs を取り巻くインスリンを産生しないニュ
ーロンの一部でも発現したため（図 8B-B"），これらのニューロンが，休眠を誘導する環境
条件に対して， IPCs と同様に反応している可能性も完全には排除できない。  
 
3-6. 脳内インスリン産生細胞(IPCs)の活性化および不活性化 
続いて，卵巣休眠の制御における IPCs の役割をさらに調査するため，Dilp2-GAL4 と
Dilp3-GAL4 を用いて， IPCs の活動を人為的に操作する実験を行った。前項では IPCs を標
識するために Gr28b.b-GAL4 を使用したが，図 8 で示したように，Gr28b. b 発現細胞には，
Dilp 産生細胞以外の細胞も含まれており，機能操作実験には不適切であること，また，確
実に Dilp 発現細胞そのものが卵巣休眠・非休眠に関与しているかどうか調査するため，
IPCs の活動操作実験では Dilp2-GAL4 と Dilp3-GAL4 の両方を使用する事とした。IPCs の活
性化実験では低温感受性 TRPM8 チャネルの異所発現を行った（Venken et al. , 2011）。TRPM8
は，ハッカ油の主成分であるメントールの受容体として同定された，温度感受性 TRP チャ
ネルの TRPM サブファミリーに属するカルシウムイオン透過性の非選択性陽イオンチャネ
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ルの１つであり，冷刺激（18℃以下）によって活性化することが分かっている（Peabody et 
al. , 2009; Bautista et al ., 2007）。したがって，このチャネルを IPCs で強制的に発現させる
ことで，卵巣休眠を誘導できる低温条件下での IPCs を常時活性化させることが可能である。
一方 IPCs 不活性化実験では，内向き整流性 K+チャネルの１つである Kir2.1 チャネルを IPCs
で強制発現させることによって， IPCs の興奮を抑制した。TRPM8 による IPCs の強制活性
化は，日長条件とは無関係にそれぞれ卵巣休眠率の顕著な減少をもたらし，Kir2.1 による
IPCs の抑制は卵巣休眠率の増加をもたらした（図 9, 10）。これらの結果は，IPCs の活動レ
ベルが低いときは，卵巣休眠する可能性が高くなり，IPCs の活動レベルが高いときは，卵
巣休眠する可能性が低くなることを明確に示すものである。IPCs の強制活性化および不活
性化時の卵巣休眠率には短日条件と長日条件の間に差が見られなかったことは，光周期情
報が IPCs で受容され，それらの活動レベルに反映されることにより，最終的な卵巣休眠の
光周性を生み出していることを示唆する。なお，本結果は，NaChBac チャネルを異所発現
したことによる IPCs の常時活性化が，生殖休眠の誘導を著しく減少させるという最近の知
見と一致するものである（Schiesari et al ., 2016）。  
 
3-7. 脳内インスリン産生細胞(IPCs)の光周期条件に対する感受性  
脳内 IPCs の活性化および不活性化時の光周期条件に対する感受性の喪失は， IPCs が光
周期情報に基づき，生殖休眠を制御する機能を有している可能性を示唆するものである（図
9,10）。ハエの脳の光周期センサーとしては，サーカディアンリズムのペースメーカーとし
て知られている 2 つのグループ，モーニング細胞（M 細胞，例えば s-LNv）およびイブニ
ング細胞（E 細胞，例えば LNd）が機能していることが示唆されている（Stoleru et al., 2007）。
色素拡散因子（PDF）は，これらの 2 つのペースメーカセンターを区別する分子マーカー
として利用できる。すなわち，M 細胞の一部の細胞集団は PDF 陽性であるが，E 細胞は全
て PDF 陰性である (Stoleru et al. ,2007; Renn  et al. , 1999）。卵巣休眠の光周性におけるサーカ
ディアンリズムのペースメーカーの役割を探るために，まず PDF 変異体における卵巣休眠
を調査することにした。その結果，PDF 変異体は，著しく光周期感受性を失い，短日条件
（10L:14D）にもかかわらず，長日条件（ 16L:8D）の場合とほぼ相違ない低い休眠率を示
した（図 11A）。このことは，PDF が卵巣休眠の光周性制御に関わっている事を示唆してい
る。  
 一方，動植物に広く存在している青色光受容体タンパク質であり，M 細胞と E 細胞の両
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方で発現するクリプトクロム（CRY）は , サーカディアンリズムの構築に関与しているこ
とが知られている（Klarsfeld et al. , 2004; Liang et al. , 2016）。そこで CRY が卵巣休眠制御
に関与しているかどうかを検討するために，その突然変異体である cry01 を用いて卵巣休眠
への影響を調査した（図 11B）。その結果，CRY 変異体では依然として短日条件の方が，
休眠率が高いという光周性が維持されていることが明らかとなった。このことは卵巣休眠
における光周性には CRY は必須ではないことを示唆する。  
 
3-8. 卵巣休眠に対するアラタ体（CA）のインスリンシグナル伝達系の役割  
 これまでの実験結果から，脳内インスリン産生細胞（ IPCs）における Dilp2 ならびに Dilp3
ニューロンの活動レベルが，卵巣休眠・非休眠を左右することを明らかにしてきた。これ
らのニューロンは，側心体やアラタ体 (CA)，さらには脂肪体に出力しているという報告が
ある（Schiesari et al., 2016）。これまでの知見から，卵巣休眠だけでなく成虫休眠も，アラ
タ体における幼若ホルモン合成（ JH）分泌量の低下に起因していることを考慮すると，ア
ラタ体にはインスリン受容体（ InR），さらにはその後の JH 合成につながるシグナル伝達
系が関与している可能性が高い。そこで，  CA におけるインスリンシグナル伝達系が卵巣
休眠にどのような影響を及ぼしているのかを調査することにした。CA を標識出来る GAL4
系統として Feb36-GAL4 がある。Feb36-GAL4 は，幼虫期に CA で発現していることは知ら
れていたが，成虫時の CA も標識できるかどうかは，定かではなかった。そこで，
10xUAS-IVS-mCD8::RFP と Feb36-GAL4 をもつ雌成虫を用いて CA での発現を検討し，明瞭
な RFP シグナルを成虫の CA で確認した（図 12）。そこで以降のインスリンシグナル伝達
経路の操作実験では Feb36-GAL4 を使用することにした。  
まず，CA における InR の活性化と不活性化，さらに，その後に続くシグナル伝達系の
中で，InR に共役しているホスホイノシチド 3-キナーゼ  （PI3K）およびセリンスレオニン
キナーゼの一種である mTOR についても調査した（Laplante and Sabatini, 2012）。 InR の構
成的活性型変異タンパク質 (InR-del），および PI3K の構成的活性型変異タンパク質
（PI3KCAAX)の CA における強制発現は，有意に卵巣休眠率を減少させ，その効果は特に短
日条件下において顕著にあらわれた（図 13，図 15）。一方，CA における InR のノックダ
ウン，および，CA への PI3K ならびに mTOR のドミナントネガティブ体の強制発現は，長
日条件および短日条件の両方の光周期において，卵巣休眠率を増加させた（図 14，図 16，
図 17）。これらの結果は，CA における InR, PI3K, mTOR といったインスリンシグナル経路
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の減弱が卵巣休眠を誘導していることを示唆する。PI3K-mTOR シグナル伝達出力経路の 1
つは，真核生物翻訳開始因子 4E（ eIF4E）に結合することによって翻訳を抑制する結合タ
ンパク質（4E-BP）によって調節される（Miron et al ., 2001）。4E-BP の過活性型変異タン
パク質（Thor.LL）の CA への強制発現は，短日または長日の光周期条件に左右されること
なく，ほぼ 100 %の割合で卵巣休眠を誘導したことを新たに見出した（図 18）。この結果
は，4E₋BP が CA での機能分子の翻訳を抑制することにより，卵巣休眠を誘導しているこ
とを示唆する。  
 
3-9.卵巣休眠誘導においてアラタ体(CA)で合成される幼若ホルモン(JH)の役割 
卵巣休眠するさまざまな昆虫種において，CA によって合成された幼若ホルモン（ JH）
が，生殖休眠において重要な役割を果たしている（Wyatt and davey, 1996; Nijhout et al.,  
1994）。例えば，休眠性もつ昆虫において，JH 力価が低い場合には休眠が誘導される一方，
JH 力価が高い場合には休眠からの覚醒が知られている（De Loof and De Wilde, 1970; De 
Loof et al. , 2013）。そこで，ショウジョウバエの卵巣休眠でも CA からの JH 分泌が重要で
あるか否かを検討した。 JH 合成経路であるメバロン酸経路の最終段階において， JH 合成
の律速酵素として関与している JH 酸 O-メチルトランスフェラーゼ（ JHAMT）（Niwa et al. ,  
2008）の CA における強制発現効果を検討した。その結果，低温（11 ℃），短日条件（10L:14D），
飢餓状態の下でも，著しく卵巣休眠する個体が減少することを確認した（図 19）。一方，
CA における JHAMT のノックダウンは，短日条件だけでなく長日条件（ 16L:8D）において
も，卵巣休眠率が著しく増加した（図 20）。また，JH 合成には，メバロン酸経路で関与し
ている 3-ヒドロキシ -3-メチルグルタリル CoA レダクターゼ（HMGCR）も重要な役割を果
たしていることが知られている（Belgacem and Martin, 2007）。hmgcr 突然変異体の卵巣休
眠率を調査した結果，短日条件と長日条件の両方の日長条件下で，著しく卵巣休眠率が増
加した（図 21）。以上のことから，CA における JH 合成が，卵巣休眠と密接な関係をもっ
ていることを明らかにすることができた。  
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第 4 章 考察 
 
4-1. ショウジョウバエの卵巣休眠の特徴 
休眠性昆虫は，遺伝的な制御のもと，卵から成虫に至るまでの各発育段階において，周
囲の環境条件を事前に感知し，休眠に入るか否かを決定していると考えられている
（Denlinger et al. , 2012）。その要因と成り得るものは，摂食条件，温度条件，日長条件の
３つであるが，キイロショウジョウバエの場合，コントロール系統（w1118）を，25℃で短
日条件（10L:14D）ならびに飢餓条件下で維持した場合は， 1～2 日間で卵巣が十分に発達
してしまい，96 %の個体が最大卵室も King (1970)の指標における最終ステージ（St.14）に
到達していた。一方， 11℃，摂食条件下で維持した場合は，非休眠個体の卵巣も含めてあ
まり発達しておらず，最大卵室も St.9 であった（図 3B）。したがって，ショウジョウバエ
においては，特に，温度条件（低温条件）が卵巣発育に及ぼす影響が大きいと判断できる
（図 3）。さらに，先行研究で用いられた条件では卵巣休眠誘導は低調であり，休眠現象で
重要である光周性も検出する事ができなかった（図 4A）。そのため本研究では，栄養制限
を加えていき，最終的には飢餓条件下でコントロール系統である w1118 の卵巣休眠個体数の
増加と，有意な光周反応を誘導するプロトコルを確立することができた（図 4B）。なお，
本研究では，図 1 で示したプロトコルの通りに，供試動物は幼虫ならびに蛹期は全暗（DD）
で飼育してきたが，孵化後から羽化するまでの期間を短日条件（10L:14D）あるいは長日
条件（16L:8D）で飼育した場合でも，図 4B とほぼ相違ない結果が得られている。このこ
とは，幼虫期や蛹期の日長条件はショウジョウバエの卵巣休眠の光周性には寄与しておら
ず，羽化後の日長条件によって休眠・非休眠が決定されていることを示唆する。同様に，
キイロショウジョウバエ種群に属するオウトウショウジョウバエ（Drosophila suzukii）で
も，羽化直後の短日処理で卵巣休眠率が高く維持されるという結果が得られている（Zhai et 
al. , 2016）。  
図 1 で示したプロトコルにおいて注目すべき点は，先行研究で用いられてきた低温処理
のみならず，飢餓処理というさらに強いストレスを与えることが必要であることである。
強いストレスこそが，休眠の誘導には主導的な役割を果たしていることが明確になったと
もいえる。一方，誘導された卵巣発育不全には，日長条件の違いによる効果の違いが明確
に観察されたことから，これは単に強いストレスによる発育不全ではなく，休眠と呼べる
現象であると考えている。実際，飢餓条件が休眠を促すと考えられている事例として，ナ
23 
 
ナホシテントウの成虫時における卵巣休眠が知られている。（Okuda and Chinzei, 1988; 
Sakurai et al.,1990）。ナナホシテントウをはじめ，アブラムシを捕食するテントウムシでは，
長日条件下において，卵巣休眠が多くの個体で誘導されるという報告があり，このことは
捕食するアブラムシの夏場の減少が影響していると考えられている（Sakurai et al .,1990; 
Hodek, 2012）。また，休眠現象であるならば，休眠から覚醒した個体は，正常にその後の
発育が回復し，場合によっては生殖行動ならびに産卵が誘発されなければならない（Koštál, 
2006; Denlinger et al, 2012; Hand et al, 2016）。本研究においても， 7 日間，短日，低温，飢
餓条件下におかれた生存個体を， 25℃，12L:12D，摂食条件下におくことで卵巣休眠が打
破され，その 2 日後には産卵に至り，その後も正常に機能回復することを確認している。
したがって，ショウジョウバエのストレス応答にしたがった卵巣発育の一時的な休止
（Arrest）は，卵巣休眠と同等にあつかうことができると考える。  
しかしながら，本研究において暴露した低温ならびに飢餓のもとでは，非休眠個体を多
く誘導する長日条件であっても完全な卵巣発育を誘導することができず , St.9 以下で卵形
成は停止していた（図 3B）。この点に関しては，同様に低温飢餓での卵巣発育停止が，キ
イロショウジョウバエだけでなく同胞種の Drosophila  simulans でも確認されており，St.9
以下を卵巣休眠とする新たな定義も提案されている（Lirakis et al ., 2018）。しかしながら，
St.9 はすでに卵母細胞内に卵黄を蓄積した状態を示しており（King, 1970），卵黄形成の進
行は，休眠覚醒に関与する幼若ホルモン（ JH）の合成分泌がすでに生じていることを意味
する（Lee et al. , 2011）。また，ショウジョウバエにおける卵巣発育は，JH だけではなくエ
クジステロイドも関与していることが明らかになっており， 20-E（卵エクジステロイド）
が卵巣内の濾胞細胞で合成，卵母細胞に対して分泌されることで卵成熟が生じるという報
告もある（Uryu et al.,  2015）。おそらく，低温，飢餓条件下では， 20-E の作用が何らかの
下流因子によって制御されており，St.10 以降の卵成熟が抑制されているものと考えられる。
これらのことから休眠の有無の判定に関しては，本研究で用いた St.7 が適切であると考え
られる。  
以上のように，ショウジョウバエの卵巣休眠は，コロラドハムシやルリキンバエ，ナナ
ホシテントウのように，日長条件の違いだけで卵巣休眠あるいは非休眠が判断できる昆虫
とは異なるため（de Wilde et al., 1959, Okuda and Chinzei, 1988; Shiga and Numata, 1997; 
Toyoda et al., 1999; Siga et al .,2000），卵巣における休眠・非休眠の安定化には，図 2 で示
したように，インキュベーター内でさえ，供試動物をいれたバイアルの温度条件や湿度条
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件を一定にしなければならず，さらに，供試動物の幼虫期からの個体群密度と，羽化した
新成虫の羽化後の休眠処理時間にも留意して実験データを収集していく必要がある（図 1）。 
次に，w1118 の卵巣休眠・非休眠が，羽化後の日長条件の相違により，日数経過とともに
どのように進行していくのかを判断することは，単に休眠・非休眠の判断を容易にさせる
だけでなく，休眠メカニズムを解明するうえでも重要な意味をもつ（図 6）。特に，短日条
件（10L:14D）と長日条件（ 16L:8D）のグラフ推移を比較した場合，5 日目以降に両者間で
有意差が認められたことから，羽化後に日周リズムを感知したペースメーカーから何らか
の情報が短期的に IPCs に伝えられ，休眠・非休眠が明確になったことを意味する。  
また，11℃，飢餓条件にてハエを維持した場合，処理後 8 日目以降に死亡する個体が徐々
に生じるため，日長条件における卵巣休眠率の調査は 8 日目以降実施していない。しかし，
ショウジョウバエの長期的な生存は，休眠が誘導された個体の特徴と捉えられている
（Tatar et al ., 2001A）。図 7 で示したように，最初から卵巣休眠あるいは卵巣未発達のまま
維持された個体は，卵巣が十分発達した個体よりも長寿であったことから，卵巣休眠のメ
カニズムと寿命延長のメカニズムの関連性，共通性も想像される。実際，休眠覚醒ならび
に卵巣発育に重要な役割を果たしている JH の類似物質（ JHA）の投与によって雌寿命が低
下すること，さらにアラタ体が除去された雌は逆に寿命が延長するという報告がある
（Tater et al.,  2001B; Yamamoto  et al ., 2013）。さらにインスリン様受容体（ InR）の変異体
あるいはインスリンシグナルの下流で転写を調節しているフォークヘッド型転写因子
（FOXO）の制御が寿命延長につながるという報告もある（Tater et al ., 2001B; Slack et al. , 
2011）。 
 
4-2. 卵巣休眠の光周性の基盤となるメカニズム  
現段階において，卵巣の休眠・非休眠に対し，光周期がどのように関係するかは依然不
明な点が多いが，光周性を理解するための魅力的なモデルが存在する（ Pittendrigh et al,  
1972）。そのようなモデルの 1 つである内部一致モデルは，異なる活動フェーズを持つ 2
つのオシレーターを仮定しており，そのうちの 1 つは朝方で直ちに開始し，もう 1 つは夕
方で開始するという， 2 つの振動位相間の時間差が暗期と明期の差に比例し，動物が光周
期を測定するようになるというものである。ハエの生物時計に関する現在の一般的な理論
は，同様に互いに 10 時間の位相差を有する，2 つのペースメーカー細胞，すなわち，モー
ニング細胞（M 細胞）およびイブニング細胞（E 細胞）を仮定している（Liang et al. , 2016）。
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色素拡散因子受容体（PDFR）突然変異体の E 細胞は M 細胞と同じ位相で振動することが
報告されており，M 細胞由来の PDF は E 細胞の振動周期に 10 時間の遅延を与えることも
知られている（Liang et al.,  2016）。興味深いことに，本研究では pdf01 変異体を用いた実験
により，色素拡散因子（PDF）の消失が，卵巣休眠の光周期感受性を無効にすることを発
見した（図 11A）。このことは，内部一致モデルが予測するように，E 細胞と M 細胞とが
同期してしまった結果，光周期情報が失われたからである可能性がある。一方，クリプト
クロム（CRY）の操作は，M 細胞と E 細胞の 10 時間の振動位相差に影響を与えないこと
も報告されており（Liang et al. , 2016），cry 突然変異体が，卵巣休眠において光周期依存性
を保持するという我々の結果と一致する（図 11B）。  
 最近の研究では，概日リズムの同調に関与する光受容体タンパク質としてロドプシン 7
（Rh7）が同定されている（Ni et al .,  2017）。注目すべきことに，Rh7 は，PDF 陽性である
一部の M 細胞集団において発現している（Ni et al., 2017）。PDF 陽性 M 細胞は，神経突起
を背側前大脳で展開し，脳内インスリン産生細胞（ IPCs）はその領域に樹状突起を有する。
M 細胞は，抗 PDF 抗体（Yasuyama et al., 2010）に対して免疫陽性である有芯小胞（DCVs）
および小さなシナプス小胞を保持する。DCVs は非シナプス膜から分泌されるため，非シ
ナプス膜から遊離した PDF は IPCs に作用してその活性を調節しているのかもしれない
（Yasuyama et al.,  2010）。IPCs に対する PDF の作用の可能性は，IPCs からの神経活動記録
によって今後調査されなければならないだろう。また，全時計細胞の中でも特に重要視さ
れている s-LNv と  l-LNv はともに PDF を出力因子としているが，神経ペプチド F（NPF），
ショート神経ペプチド F（ sNPF），グリシンをも出力している（Bahn et al., 2009; Muraro et 
al. , 2013; Frenkel et al. , 2017)。また，E 細胞群の１つである 5 t hs-LNv から分泌されるイオ
ン輸送ペプチド（ ITP）が PDF とともにサーカディアンリズムの制御に関与しているとい
う報告もあるため（Hermann-Luibl et al. , 2014），それらの神経伝達物質が卵巣休眠に関与
しているかどうかを調べる必要もある。さらに，PDF ニューロンが，卵巣休眠・非休眠の
決定に間接的に関与しているアラタ体（CA）に対しても接続しているかどうか，あるいは
CA が PDFR をもつのかどうかも今後検討する必要があるだろう。  
本研究により，卵巣休眠・非休眠の決定において，IPCs の活動が中心的な役割を果たし
ている事が明らかとなった（図 8~10）。興味深いことに， IPCs では眼の形成に関わる一連
の遺伝子（ eyeless と dachshund など）が発現していることが知られており，これらの遺伝
子を IPCs でノックダウンしたところ，Dilp5 の発現が低下することが確認されている
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（Okamoto et al. , 2015）。Dilp5 は，Dilp2，3 と同様， IPCs から神経分泌されることが明ら
かにされており（Rulifson et al., 2002; Luo et al. , 2014），それらの三重変異体では高い休眠
率を示すという報告もある（Schiesari et al, 2016）。また， IPCs を含む脳間部の光周期応答
における重要性については，ショウジョウバエだけでなく，ルリキンバエ（Protophormia 
terraenovae）でも知見が得られており，IPCs を含む脳間部あるいは脳側方部の除去実験か
ら，光受容器で受け取られた光周期情報が，いくつかの段階を経て処理された後，脳間部
や脳側方部のニューロンに入力すると考えられている（Shiga and Numata, 1997; Toyoda et 
al. , 1999; Siga et al.,2000; Siga et al.,2003）。  
なお，本研究では，卵巣休眠を促進するために，ハエを飢餓条件下で維持した。図 8～
10 の結果から判断すると，IPCs は日長条件だけでなく，栄養条件をも統合し，ショウジョ
ウバエインスリン様ペプチド（Dilps）を介して卵巣発育を制御している可能性が高い。IPCs
から分泌される Dilp5 は，栄養依存的に分泌調節されていることが知られており，摂食時
に Dilp5 遺伝子の発現は上昇し，飢餓時に顕著に低下することが知られている（ Ikeya et al ., 
2002）。一方，Dilp6 は，摂食時よりも飢餓時に脂肪体における mRNA 発現量が高く，脂肪
体における Dilp6 の過剰発現は，成虫寿命の延長につながり，脳内における Dilp2 と Dilp5
の mRNA 発現量を低下させ，Dilp2 の分泌が抑制されること（Bai et al. , 2012），Dilp5 遺伝
子の発現は，アミノ酸シグナルおよび IPCs から体液に分泌された DILP が引き金になり，
正のフィードバックにより増強されるという報告もある（Okamoto and Nishimura, 2015）。
また，ホルモン情報や末梢神経からの入力，特に脂肪体からの出力は，食物の供給不足を
ハエに感知させるために IPCs に合流することも分かっている（Rajan et al., 2012; Sano et al. ,  
2015; Delanoue et al .,2016）。さらに，グルコース投与は，昆虫の一次循環炭水化物がトレ
ハロースであるにもかかわらず，ex vivo の脳標本において，IPCs を脱分極させることも示
されている（Kreneisz et al ., 2010）。以上のことからも，卵巣休眠の制御に不可欠な情報，
つまり光周期だけでなく栄養状態も，IPCs において収束することから，卵巣休眠の判断に
最も重要なのは IPCs であるといえる。  
 
4-3. 卵巣休眠誘導の分子シグナル経路  
本研究では，  アラタ体（CA）におけるインスリンシグナル伝達の増強は卵巣休眠率を
低下させ，逆にインスリンシグナル伝達を減弱させることは卵巣休眠率を高めることにつ
ながることから，CA にはインスリン受容体が存在し，その後のシグナル伝達系のうち，
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PI3K→mTOR を介して，幼若ホルモン（ JH）合成に関係する酵素群を活性化させているこ
とを推定した（図 13~17）。mTOR 複合体（mTOR C1 と mTOR C2）うち，mTOR C1 は 4E-BP
または S6K を介して翻訳を制御していることが知られている（Dimitroff et al., 2012）。4E-BP
過活性型変異タンパク質の強制発現は，ほとんどすべての雌に卵巣休眠を誘導した（図 18）。
それに対して，S6K のドミナントネガティブ（DN）系統によるアラタ体での強制発現は，
短日条件（10L:14D）において卵巣休眠率が 59.0±1.0 %（平均値±標準誤差）に対し，長日
条件（16L:8D）において 37.0±1.9 %と，日長条件の違いによる有意差が認められる結果が
得られている（フィッシャーの両側検定法）。これらの結果は，蚊において見出された，
4E-BP に対する翻訳制御が，飢餓時の CA において刺激され，JH 合成を減少させるという
報告に一致する（Perez-Hedo et al. , 2014）。なお，ショウジョウバエの越冬雌でも 4E-BP の
転写調節が報告されている（Salminen  et al ., 2015）。これらの知見は，キイロショウジョウ
バエにおける生殖休眠の役割を超えて，多くの休眠性昆虫においても IPC-CA 経路が，休
眠制御の中心的役割を果たしていることを示唆するものである。  
さらに，これまで卵巣休眠における介在器官とされてきた CA 内での JH 合成経路が，最
終的に CA から分泌される JH によって卵巣休眠の打破につながることを示した（図 19,20）。
これは，JH 合成の 2 つの重要な酵素である HMGCR と JHAMT の機能を低下させることで，
卵巣休眠の割合が劇的に増加したことから明らかとなった（図 19~21）。また IPCs と CA
は，光周期条件によって制御される昆虫の発育ならびに行動において重要な役割を果たす
可能性も考えられる。例えば，オオカバマダラの季節的移動は， IPCs と CA の支配下にあ
ることが示唆されている（Zhan  et al.,  2011）。  いくつかの昆虫種の翅における変形は，光
周期および周囲温度ならびに内部要因をも含む外部要因によって特定され，そこにはイン
スリンシグナル伝達系が重要であるとされている（Xu et al., 2015）。  休眠に限らない様々
な現象に IPC-CA システムが機能していることを考え合わせると，遺伝的に扱いやすいキ
イロショウジョウバエを用いた機能解析は，生物の環境適応の根底にある分子メカニズム
の解明の道を開き，その制御のための新技術の開発も可能にするだろう。  
 
4-4. 卵巣休眠を制御するメカニズム  
本研究で得られた結果は，以下の通りである。まずショウジョウバエの雌において，低
温，飢餓条件下においた場合でも，短日条件と長日条件の日長条件の相違で卵巣休眠・非
休眠の差が認められることから，光周期に応答した休眠様状態と言えること（図 4），次に，
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脳内インスリン産生細胞（ IPCs）が，卵成熟を促進または抑制するかどうかの決定する上
で重要な役割を果たしていること（図 8~10），日長条件の違いを感知する際には，色素拡
散因子（PDF）が関与していること（図 11）。さらには， IPCs からのインスリン産生ニュ
ーロンが，ショウジョウバエインスリン様ペプチド（Dilps）の分泌を介してアラタ体（CA）
に作用していること，最終的に，インスリン様ペプチドを受容したアラタ体内で，PI3K→
mTOR シグナル伝達系が作動し，幼若ホルモン（ JH）の合成に関与する酵素タンパク質の
合成，そして JH の分泌による卵巣休眠・非休眠に直接的または間接的に関与しているこ
とを示唆するものである（図 13~21）。  
図 22 は，これまで述べてきたショウジョウバエの卵巣休眠・非休眠の調節メカニズムを，
模式的に示したものである。卵巣休眠を効果的に誘導する光周性情報は，PDF によって担
われる M 細胞と E 細胞の振動位相差により計時され， IPCs に伝達されると考えられる。
さらに，温度ならびに栄養状態の変化も IPCs において統合されると考えられる。短日，
低温，飢餓状態であった場合，IPCs の活動性は減弱し , Dilp2,3,5 の合成分泌が低下する。
これらの Dilps の分泌低下は，CA の細胞における InR，PI3K や mTOR などのインスリ
ンシグナル伝達経路を介して，JH 合成酵素群の合成の低下をもたらす。その結果，アラ
タ体からの JH 分泌が減少することで，最終的に卵巣休眠が誘導されると考えられる。分
子遺伝学的解析を重層的に行った本研究は，休眠制御の分子レベルでのメカニズム解明に
向けた新しい知見を提供するものである。  
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図 1：供試動物の飼育と卵巣休眠誘導法 
 孵化後から羽化するまでは基本的に 25 ℃で 9 日間飼育したが，羽化する時期を揃える
ために，蛹の時期に 15 ℃で維持するバイアルもあった。羽化個体は 6 時間以内に回収し，
休眠処理を開始した。休眠処理後は，遅くとも 2 日以内に解剖し，卵巣休眠・非休眠を判
断した。出庫した日に解剖できなかった個体については，冷蔵庫内で維持し，休眠処理後
２日以内に解剖を終えるようにした。  
 
 
 
 
 
46 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
図 2：ショウジョウバエ休眠処理装置 
 アクリル容器（288×177×180 mm）内にあらかじめ 11 ℃で維持していた水を入れ ,その中
に重石となる文鎮を輪ゴムで取り付けたバイアルラックを沈めた。休眠処理用のバイアル
は，輪ゴム間の隙間にさすことにより安定化し，バイアルが水没しないよう，水位を調整
した。この方法により，バイアル内の温度を常に 11 ℃で一定にした。  
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図 3：温度条件，摂食条件，日長条件の違いによる卵巣内卵室ステージの変化 
 A：25℃，摂食（Fed），長日条件（16L:8D）の場合の卵室と卵巣外部形態。B：11℃，摂
食（Fed），短日条件（10L:14D）の場合の卵室と卵巣外部形態。C：11℃，飢餓（Starved），
長日条件（16L:8D）の場合の卵室と卵巣外部形態。D：11℃，飢餓（Starved），短日条件（10L:14D）
の場合の卵室と卵巣外部形態。卵室のスケールバー ; 30m，卵巣外部形態のスケールバー ; 
500m 
卵巣内の卵室は St.1 の卵室形成からはじまり，徐々に哺育細胞の数の増加にともなう卵
室サイズの増加，さらに卵母細胞内の卵黄蓄積量の増加による巨大化を経て最終ステージ
に到達する。なお，図中の赤点線枠は卵黄蓄積領域を示している。図中の St.7 は卵母細胞
内にまだ卵黄蓄積が確認できないステージ，St.8 は卵黄蓄積がわずかに認められる段階，
St.9 は卵室内で卵母細胞が 1/3 程度占める段階，St.14 は産下前の最終段階で，哺育細胞が
卵室内になく，糸状突起が完全に伸長した段階を示す（King，1970）。  
 
 
 
 
処理後７日目時点での卵室ステージ進行 卵巣外部形態 
卵巣休眠状態 
卵巣非休眠状態 
Ａ 
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図 4：低温摂食条件と低温飢餓条件により誘導される卵巣休眠 
A：低温（11 ℃）7 日間，摂食条件下における短日条件，長日条件，全暗条件の卵巣休
眠率の比較。B：低温（11 ℃）7 日間，飢餓条件における短日条件，長日条件，全暗条件
の卵巣休眠率の比較。すべての実験において調査個体数は 100 頭に揃えた。検定法はフィ
ッシャ－の両側検定法を採用した。 **；p < 0.01，ns；有意差なし 
 
 
 
 
 
Ａ  
Ｂ  
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図 5：キイロショウジョウバエの高休眠系統（ Windsor）と低休眠系統（ Cartersville
の卵巣休眠誘導 
11 ℃，7 日間の休眠処理後の卵巣休眠率はそれぞれ平均±標準誤差で示した。すべての
実験において調査個体数は 100 頭に揃えた。検定法はフィッシャ－の両側検定法を採用し
た。**；p < 0.01，ns；有意差なし  
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図 6：各光周期条件下における休眠処理後の日数と休眠率の変化 
赤線は長日条件（16L:8D）においた場合，青線は短日条件（ 10L:14D）においた場合，
黒線は全暗条件（DD）においた場合を表している。卵巣休眠率（%）はすべて平均±標準
誤差で示した。調査個体数はすべての実験において 100 頭に揃えた。検定法はフィッシャ
－の両側検定法を採用した。††;10L:14D と 16L:8D 間で有意差あり（p < 0.01），**;10L:14D
と 16L:8D 間または DD 間で有意差あり（p < 0.01）  
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図 7：卵巣発育個体と卵巣休眠個体の寿命の比較 
横軸は羽化後からの寿命日数を，縦軸は生存指数を示している。●の個体は，羽化後
25 ℃で 2 日間摂食させた後で，11℃，10L:14D，飢餓条件に，○の個体は羽化後から 11 ℃，
10L:14D，飢餓条件で維持した。カプラン =マイヤー法により生存率曲線を作成し，ログラ
ンク検定と一般化ウィルコクスン検定により生存率曲線の差の検定を実施した結果，両者
において有意差が認められた（p < 0.01）。  
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図 8:TRIC 解析法によるインシュリン産生細胞(IPCs)の累積活動量測定  
 A および B：Dilp3 発現細胞をラベルするために Dilp3-lacZ トランスジーンを用いた Dilp3
発現細胞を抗β -ガラクトシダーゼ抗体により赤色に，そして Gr28b.b-GAL4 でドライブさ
れた GFP 発現細胞を抗 GFP 抗体によって緑色に，さらに脳の構造を可視化するために，
ショウジョウバエの神経系で発現するカドヘリン（DN-カドヘリン）を抗 DN-カドヘリン
によって青色に，それぞれ免疫染色した（スケールバー ; 100m）。拡大画像 (B~B")から，
脳内 IPCs の 13 個の細胞が Dilp3-lacZ に陽性であることが分かり，Gr28b.b-GAL4 はそれら
を含む多くの細胞をカバーし，且つ発現レベルも高いことが分かった。C〜H：TRIC 解析
を用いた IPCs の神経活動量の測定。C は，短日条件（ 10L： 14D）・摂食条件（ Fed）で
Gr28b.b-GAL4 を発現するすべてのニューロンを RFP で可視化したものであり，C' ならび
に C" は，同条件下でのそれらのニューロンの活動履歴を GFP で検出したものである。D
は長日条件（16L：8D）・摂食条件（Fed），E は短日条件（10L：14D）・飢餓条件（Starved），
F は長日条件（16L：8D）・飢餓条件（Starved）で飼育した場合の IPCs における活動履歴
画像を示している。C’内の点線の四角領域にあたる部分を拡大したのが C"，D，E，F で
ある。G：TRIC 信号強度（ ITRIC）定量化。 GFP 標識強度 (Relative GFP-signal intensity)は，
点線の四角領域 a, b および c によって示した 3 つの脳領域を測定し，そのシグナル強度を，
ITRIC = a -（b + c） / 2 の計算式で算出した。H：短日条件（10L：14D）・摂食条件（Fed），
長日条件（16L：8D）・摂食条件（Fed），短日条件（10L：14D）・飢餓条件（Starved）およ
び長日条件（16L：8D）・飢餓条件（Starved）で維持されたハエ間の ITRIC の比較。カッコ
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内の数値は調査個体数を示している。すべての実験において，温度は 11℃一定で維持し，
相対的なシグナル強度は平均±標準誤差で示した。一元配置分散分析（one-way ANOVA）
後のポストホックテストとしてテューキー法による多重比較検定を実施した。 ns，有意差
なし，** p < 0.01，*** p < 0.001。  
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図 9：インスリン産生細胞 (IPCs)の活性化および不活性化の効果（その１）  
IPCs を標識する GAL4 ドライバーとして Dilp2-GAL4 を用い，ニューロンの活性化には
TRPM8 を，不活性化には Kir2.1 を，それぞれ異所発現した。供試数は，16L：8D，10L：
14D，DD のすべてにおいて 100 頭ずつに揃えた。11℃，7 日間の休眠処理後の卵巣休眠率
はすべて平均±標準誤差で示した。統計的比較は，同じ遺伝子型間の比較を（ *），GAL4 の
みの対照と UAS-TRPM8 の試験遺伝子型の比較を（†），GAL4 のみの対照と UAS-kir2.1 の試
験遺伝子型の比較を（ §）で表記し，3 つの光周期条件の間で行った。フィッシャーの両側
検を行った結果，有意差がない場合は ns，  p < 0.05 で有意差が認められた場合は * /†/§，p 
< 0.01 で有意差が認められた場合は  ** /††/§§，p < 0.001 で有意差が認められた場合は *** 
/†††/§§§で示した。  
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図 10：インスリン産生細胞 (IPCs)の活性化および不活性化の効果（その 2） 
DILP2-GAL4 だけでは，DILP ニューロン以外の脳間部にあるニューロンの活性化・不活
性化も含まれる可能性が考えられるため，別の IPCs を標識する GAL4 ドライバーとして
Dilp3-GAL4 を用いた。活性化・不活性化に用いたエフェクターは図９と同じである。供試
数は，16L：8D，10L：14D，DD のすべてにおいて 100 頭ずつに揃えた。11℃，7 日間の休
眠処理後の卵巣休眠率はすべて平均 ±標準誤差で示した。統計的比較は，同じ遺伝子型間
の比較を（ *），GAL4 のみの対照と UAS-TRPM8 の試験遺伝子型の比較を（ †），GAL4 のみ
の対照と UAS-kir2.1 の試験遺伝子型の比較を（ §）で表記し，3 つの光周期条件の間で行っ
た。フィッシャーの両側検を行った結果，有意差がない場合は ns，  P<0.05 で有意差が認
められた場合は * /†/§，P<0.01 で有意差が認められた場合は  ** /††/§§，P<0.001 で有意差
が認められた場合は *** /†††/§§§で示した。  
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図 11：pdf 遺伝子変異体と cry 遺伝子変異体の日長条件による卵巣休眠率  
pdf 遺伝子変異体(A)と cry 遺伝子変異体(B)が，コントロール系統と同様，光周反応を
示すかどうか調査するため，それぞれの突然変異体である pdf01 と cry01 を用いて卵巣休眠
率を調査した。供試数は，16L：8D と 10L：14D の両方において 100 頭ずつに揃えた。11℃，
7 日間の休眠処理後の卵巣休眠率はそれぞれ平均±標準誤差で示した。フィッシャーの両
側検定を行った結果，日長条件間で有意差がない場合は ns， p < 0.05 で有意差が認められ
た場合は*で示した。  
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図 12：Feb36-GAL4 の成虫アラタ体における発現確認   
 Feb36-GAL4 の雄を 10xUAS-IVS-mCD8::RFP の雌と交配し，成虫のアラタ体を含む領域を
蛍光顕微鏡で RFP の発現を確認した。A：アラタ体付近の全体図（明視野での撮影画像），
A’：アラタ体付近の全体図（蛍光での撮影画像），B：アラタ体付近の拡大図（明視野での
撮影画像），B’：アラタ体付近の拡大図（蛍光での撮影画像），スケールバー ; 50 m 
 
 
 
 
 
 
 
B 
A A' 
B' 
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図 13:アラタ体における構成的活性型変異 InR 強制発現の効果 
アラタ体の細胞がインスリン受容体（ InR）をもち，インスリン様ペプチドを受容してい
るかどうかを調べるため， InR の構成的活性化型変異タンパク質を異所発現させ，卵巣休
眠への影響を調査した。供試数は， 16L：8D と 10L：14D の両方において 100 頭ずつに揃
えた。11℃，7 日間の休眠処理後の卵巣休眠率（%）はそれぞれ平均±標準誤差で示した。
同じ遺伝子型（ *），GAL4 のみの対照と試験遺伝子型（§）または UAS のみの対照と試験
遺伝子型（†）の 3 つの光周期条件の間で行った。フィッシャーの両側検定を行った結果，
有意差がない場合は ns，  P<0.05 で有意差が認められた場合は * /† /§，p < 0.01 で有意差
が認められた場合は  ** /†† /§§，p < 0.001 で有意差が認められた場合は *** /††† /§
§§で示した。  
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図 14:アラタ体における InR ノックダウンの効果  
アラタ体の細胞でインスリン受容体（ InR）をノックダウンさせ，その作用を阻害させた
場合の卵巣休眠への影響を調査した。供試数は，16L：8D と 10L：14D の両方において 100
頭ずつに揃えた。11℃，7 日間の休眠処理後の卵巣休眠率（%）はそれぞれ平均±標準誤差
で示した。同じ遺伝子型（ *），GAL4 のみの対照と試験遺伝子型（§）または UAS のみの
対照と試験遺伝子型（†）の 3 つの光周期条件の間で行った。フィッシャーの両側検定を
行った結果，有意差がない場合は ns，  p < 0.05 で有意差が認められた場合は * /† /§，p < 
0.01 で有意差が認められた場合は  ** /†† /§§，p < 0.001 で有意差が認められた場合は
*** /††† /§§§で示した。  
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卵巣休眠率（%） 
 
 
 
図 15:アラタ体における構成的活性型変異 PI3K 強制発現の効果 
アラタ体の細胞で，インスリン受容体に続くシグナル伝達系の 1 つである PI3K の構成
的活性化型変異タンパク質を異所発現させ，卵巣休眠への影響を調査した。供試数は，
16L：8D と 10L：14D の両方において 100 頭ずつに揃えた。11℃，7 日間の休眠処理後の
卵巣休眠率（%）はそれぞれ平均±標準誤差で示した。同じ遺伝子型（ *），GAL4 のみの対
照と試験遺伝子型（§）または UAS のみの対照と試験遺伝子型（†）の 3 つの光周期条件
の間で行った。フィッシャーの両側検定を行った結果，有意差がない場合は ns，  p < 0.05
で有意差が認められた場合は * /† /§，p < 0.01 で有意差が認められた場合は  ** /†† /§§，
p < 0.001 で有意差が認められた場合は *** /††† /§§§で示した。  
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図 16:アラタ体におけるドミナントネガティブ型 PI3K 強制発現の効果  
アラタ体の細胞で，PI3K の機能を阻害させた場合の卵巣休眠への影響を調査するため，
PI3K のドミナントネガティブ体を強制発現させ，卵巣休眠への影響を調査することにした。
供試数は，16L：8D と 10L：14D の両方において 100 頭ずつに揃えた。11 ℃，7 日間の休
眠処理後の卵巣休眠率（%）はそれぞれ平均±標準誤差で示した。同じ遺伝子型（ *），GAL4
のみの対照と試験遺伝子型（§）または UAS のみの対照と試験遺伝子型（†）の 3 つの光
周期条件の間で行った。フィッシャーの両側検定を行った結果，有意差がない場合は ns， 
p < 0.05 で有意差が認められた場合は * /† /§，p < 0.01 で有意差が認められた場合は  ** /
†† /§§，p < 0.001 で有意差が認められた場合は *** /††† /§§§で示した。  
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図 17:アラタ体におけるドミナントネガティブ型 Tor 強制発現の効果  
アラタ体の細胞におけるインスリンシグナル伝達系を明らかにするため，PI3K の下流で
作用する mTOR のドミナントネガティブ体を強制発現させ，卵巣休眠への影響を調査した。
供試数は，16L：8D と 10L：14D の両方において 100 頭ずつに揃えた。11℃，7 日間の休
眠処理後の卵巣休眠率（%）はそれぞれ平均±標準誤差で示した。同じ遺伝子型（ *），GAL4
のみの対照と試験遺伝子型（§）または UAS のみの対照と試験遺伝子型（†）の 3 つの光
周期条件の間で行った。フィッシャーの両側検定を行った結果，有意差がない場合は ns， 
P<0.05 で有意差が認められた場合は * /† /§，P<0.01 で有意差が認められた場合は  ** /†
† /§§，P<0.001 で有意差が認められた場合は *** /††† /§§§で示した。  
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図 18:アラタ体における過活性型変異 4E-BP 強制発現の効果 
 アラタ体の細胞における PI3K-mTOR シグナル伝達出力経路を明らかにするため，翻訳
制御因子である 4E-BP の構成的常時活性化型変異タンパク質（Thor.LL）の CA への強制発
現を実施し，卵巣休眠への影響を調査することにした。供試数は， 16L：8D と 10L：14D
の両方において 100 頭ずつに揃えた。11℃，7 日間の休眠処理後の卵巣休眠率（%）はそ
れぞれ平均±標準誤差で示した。同じ遺伝子型（ *），GAL4 のみの対照と試験遺伝子型（§）
または UAS のみの対照と試験遺伝子型（†）の 3 つの光周期条件の間で行った。フィッシ
ャーの両側検定を行った結果，有意差がない場合は ns， p < 0.05 で有意差が認められた場
合は* /† /§，p < 0.01 で有意差が認められた場合は  ** /†† /§§，p < 0.001 で有意差が認
められた場合は *** /††† /§§§で示した。  
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図 19:アラタ体における JHAMT 強制発現の効果  
 卵 巣 休 眠 は ア ラ タ体 で 合 成 さ れ る JH に よ っ て 打 破 さ れ るこ と が 知 ら れ て い る
（Nijhout,1994）。そこで， JH 合成の律速酵素として関与している JHAMT を強制発現させ
ることで，JH 合成が誘導され，卵巣発育が進行するかどうかを調査することにした。供試
数は，16L：8D と 10L：14D の両方において 100 頭ずつに揃えた。11℃，7 日間の処理後
の卵巣休眠率（%）はそれぞれ平均±標準誤差で示した。同じ遺伝子型（ *），GAL4 のみの
対照と試験遺伝子型（§）または UAS のみの対照と試験遺伝子型（†）の 3 つの光周期条
件の間で行った。フィッシャーの両側検定を行った結果，有意差がない場合は ns， p < 0.05
で有意差が認められた場合は * /† /§，p < 0.01 で有意差が認められた場合は  ** /†† /§§，
p < 0.001 で有意差が認められた場合は *** /††† /§§§で示した。 
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図 20:アラタ体における JHAMT 遺伝子ノックダウンの効果 
CA における JHAMT のノックダウンが，最終的に JH の合成の阻害につながり，日長条
件とは無関係に高い卵巣休眠を誘導するかどうかを調査した。供試数は，16L：8D と 10L：
14D の両方において 100 頭ずつに揃えた。11℃，7 日間の休眠処理後の卵巣休眠率（%）は
それぞれ平均±標準誤差で示した。同じ遺伝子型（ *），GAL4 のみの対照と試験遺伝子型
（§）または UAS のみの対照と試験遺伝子型（†）の 3 つの光周期条件の間で行った。  
フィッシャーの両側検定を行った結果，有意差がない場合は ns， p < 0.05 で有意差が認め
られた場合は * /† /§，p < 0.01 で有意差が認められた場合は  ** /†† /§§，p < 0.001 で有
意差が認められた場合は *** /††† /§§§で示した。  
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図 21:ℎmgcr 変異体の卵巣休眠率  
JH 合成には，メバロン酸経路で関与している 3-ヒドロキシ -3-メチルグルタリル CoA レ
ダクターゼ（HMGCR）も重要な役割を果たしていることが知られている（Belgacem and 
Martin, 2007）。そこで，hmgcr 突然変異体を用いて，卵巣休眠率が上昇するかどうかを調
査することにした。供試数は，16L：8D と 10L：14D の両方において 100 頭ずつに揃えた。
11℃，7 日間の休眠処理後の卵巣休眠率はそれぞれ平均±標準誤差で示した。フィッシャー
の両側検定を行った結果，有意差がない場合は（ ns）で表示した。  
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図 22:  ショウジョウバエの卵巣休眠・非休眠の調節メカニズム   
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表 1：実験で使用したハエのリスト 
掲載図  遺伝子型  由来  識別子  
図 3,4,6,7  w1118  
Hazelrigg et al.,   
1984 
FBal0018186 
図 5 野生型 Windsor 系統  
Williams and 
Sokolowski, 1993  
N/A 
図 5 野生型 Cartersville 系統  
Williams and 
Sokolowski, 1993 
N/A 
図 8A, B, 
B', B''  
UAS-mCD8::GFP/w;Gr28b.b-Gal4/UAS- 
mCD8::GFP;dilp3-lacZ/UAS-mCD8::GFP 
Thorne and Amrein, 
2008; Ikeya et al. , 
2002; Bloomington 
Drosophila Stock 
Center 
Fly Base: 
FBtp0054527, 
FBst003218 
図 8C, C', 
C'',  D~H 
w*P{10XUAS-IVS-mCD8::RFP}attP18P{13X
LexAop2-mCD8::GFP}su(Hw)attP8/w; 
Gr28b. b-GAL / P{UAS-MKII::nlsLexA 
DBDo}attP40,P{UAS-p65AD::CaM}attP24; 
M{UAS-p65AD::CaM}ZH-86Fb/+ 
Thorne and Amrein, 
2008; Bloomington 
Drosophila Stock 
Center 
FlyBase:  
FBst0062827 
図 9 
w*/w1118;Dilp2-GAL4/+ 
w*/w;Dilp2-GAL4/UAS-TRPM8 
w*/w1118;Dilp2-GAL4/+;UAS-Kir2. 1/+ 
Dilp2-GAL4: P{Ilp2-GAL4.215-3} 
UAS-TRPM8:P{UAS-CMR1.P} 
UAS-Kir2.1 :P{UAS- Hsap＼KCNJ2.EGFP}  7 
Ikeya et al ., 2002; 
Bloomington 
Drosophila Stock 
Center   
Flybase: 
FBtp0053324, 
FBtp0014166 
図 10 
w*/w1118;Dilp3-GAL4 / + 
w*/w;Dilp3-GAL4/UAS-TRPM8 
 w*/w1118;Dilp3-GAL4/+;UAS-Kir2. 1/+ 
Dilp3-Gal4: P{Ilp3-Gal4.B} 
Buch et al. , 2008; 
Bloomington 
Drosophila Stock 
Center   
Flybase: 
FBtp0051830 
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図 11 
y1 w*;pdf01  
TI{TI}cry01  
Bloomington 
Drosophila Stock 
Center,    
Peaboy et al. , 2009  
Flybase: 
FBst0026654 
図 13 
w*/w1118;Feb36-GAL4/+ 
y1 w1118/w1118;UAS-InR.del/+ 
w*/ y1 w1118;Feb36-GAL4/UAS-InR.del 
Feb36-GAL4 : w[*];P{w[+m  W. hs]= 
GawB}Feb36 
Bloomington 
Drosophila  
Stock Center 
FlyBase:  
FBst0029968,  
FBst0008248  
図 14 
w*/w1118;Feb36-GAL4/+ 
y1 v1/w1118;;UAS-InR-RNAi/+ 
w*/ y1 v1;Feb36-GAL4/+;UAS-InR-RNAi/+ 
UAS-InR-RNAi: y[1] v[1]; P{y[+t7.7]  
v[+t1.8]=TRiP.JF01482}attP2 
Bloomington 
Drosophila  
Stock Center 
FlyBase:  
FBst0029968,  
FBst0031037  
図 15 
w*/w1118;Feb36-GAL4/+ 
UAS-PI3KCAAX  y1 w*/ w1118  
w*/UAS-PI3KCAAX  y1  w*;Feb36-GAL4/+ 
UAS-PI3KCAAX: P{w[+mC]=Dp110-  
CAAX}1, y[1] w[*]  
Bloomington 
Drosophila  
Stock Center 
FlyBase:  
FBst0029968, 
FBst0025908 
図 16 
w*/w1118;Feb36-GAL4/+ 
y1 w*/w1118; UAS-PI3K DN/+ 
w*/y1 w*;Feb36-GAL4/UAS-PI3K DN 
UAS-PI3KDN: y[1]  w[*];P{w[+m  C]= 
Dp110[D954A]}2 
Bloomington 
Drosophila  
Stock Center 
FlyBase: 
FBst0029968, 
FBst0025918 
図 17 
w*/w1118;Feb36-GAL4/+ 
y1 w*/ w1118;UAS-Tor DN/+ 
w*/y1 w*;Feb36-GAL4/UAS-Tor DN 
UAS-Tor DN : y[1]  w[*]; P{w[+m  C]= UAS- 
Tor.  TED}II  
Bloomington 
Drosophila  
Stock Center 
FlyBase:  
FBst0029968, 
FBst0007013 
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図 18 
w*/w1118;Feb36-GAL4/+ 
w1118/w1118;UAS-p35.H/+;UAS-Thor. LL/+ 
w*/w1118;Feb36-GAL4/UAS-p35.H;UAS- 
Thor. LL/+ 
 UAS-Thor.LL : w[1118]; P{w[+mC]=UAS- 
p35.H}BH1; P{w[+mC]=UAS-Thor.LL}s 
Bloomington 
Drosophila  
Stock Center 
FlyBase:  
FBst0029968, 
FBst0008651 
図 19 
w*/w1118;Feb36-GAL4/+ 
UAS-JHAMT/w1118  
UAS-JHAMT/ w1118;Feb36-GAL4/+ 
Bloomington 
Drosophila Stock 
Center, Niwa et al. , 
2008 
FlyBase:  
FBst0029968 
 
図 20 
 
w*/w1118;Feb36-GAL4/+ 
w1118/w1118;;UAS-JHAMT-RNAi/+ 
w*/w1118;Feb36-GAL4/+;UAS-JHAMT- 
RNAi/+  
UAS-JHAMT-RNAi: w[1118]; P{GD8794} 
v19172 
Bloomington 
Drosophila  
Stock Center 
FlyBase: 
FBst0029968, 
FBst0453398 
図 21 
y506 P{ry[+t7.2]=PZ}Hmgcr04684/TM3, ryRK 
Sb1 Ser1  
Bloomington 
Drosophila  
Stock Center 
FlyBase: 
FBst0011635 
